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RESUMO – A resistência bacteriana à antibióticos tem se tornado um grave 
problema em saúde pública. Os mecanismos de resistência estão emergindo e 
sendo disseminados globalmente, devido às deficiências nas condições 
sanitárias e uso indiscriminado de antibióticos em humanos e animais. 
Escherichia coli e Staphylococcus aureus estão entre as bactérias mais 
presentes quando se trata de resistência a antimicrobianos. Infecções 
causadas por Leptospira interrogans possuem limitadas opções de tratamento 
e pouco se progrediu a cerca desta situação nos últimos anos. O Brasil possui 
uma fauna rica em espécies de serpente. Dentre as serpentes peçonhentas 
que causam a maior parte dos acidentes ofídicos no país encontram-se os 
gêneros Bothrops e Crotalus. As peçonhas desses animais possuem uma 
diversidade de bioativos com funções biológicas, bioquímicas e farmacológicas. 
Por isso, diversos estudos têm sido realizados com essas substâncias a fim de 
se desenvolver novos fármacos. Em meio às diversas funções já descobertas 
sobre os bioativos das peçonhas, o potencial antimicrobiano tem sido alvo de 
importantes pesquisas visto o cenário mundial de resistência bacteriana. 
 
Palavras chave: Antibióticos, Bactéria, Peçonha de Serpente 
  
  
ABSTRACT – Bacterial resistance to antibiotics has become a serious problem 
in public health. Resistance mechanisms are emerging and being disseminated 
globally due to deficiencies in health conditions and the indiscriminate use of 
antibiotics in humans and animals. Escherichia coli and Staphylococcus aureus 
are among the most present bacteria when it comes to antimicrobial resistance. 
Leptospira interrogans infections have limited treatment options and little 
progress has been made about this in last years. Brazil has an rich ecosystem 
in snake species. Among the venomous snakes that cause most of the ophidian 
accidents in the country are the genera Bothrops and Crotalus. The venom of 
these animals has a diversity of bioactives with biological, biochemical and 
pharmacological functions. Therefore, several studies have been done with 
these substances to develop new drugs. Regarding the several functions 
already discovered about venom bioactives, the antimicrobial potential has 
been the object of important researchs, considering the world scenario of 
bacterial resistance. 
Key words: Antibiotics, Bacteria, Sanke Venoms 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 
1. INTRODUÇÃO 
 
Os micro-organismos resistentes aos antimicrobianos encontram-se nas 
pessoas, nos animais, nos alimentos e no ambiente (na água, no solo e no ar). 
Eles podem se espalhar entre as pessoas e os animais, e de pessoa para 
pessoa. O mau controle de infecção, condições sanitárias inadequadas e 
manuseio inadequado de alimentos encorajam a disseminação da resistência 
antimicrobiana. Novos mecanismos de resistência estão emergindo e se 
espalhando globalmente, ameaçando nossa capacidade de tratar doenças 
infecciosas comuns, resultando em doença prolongada, deficiência e morte 
(WHO, 2016). 
A resistência em Escherichia coli a um dos medicamentos mais 
utilizados para o tratamento de infecções do trato urinário (antibióticos 
fluoroquinolona) é muito difundida. Existem países em muitas partes do mundo 
onde este tratamento é agora ineficaz em mais de metade dos pacientes 
(WHO, 2016). 
A resistência aos medicamentos de primeira linha para tratar infecções 
causadas por Staphlylococcus aureus - uma causa comum de infecções graves 
em estabelecimentos de saúde e na comunidade - é generalizada. Estima-se 
que as pessoas com MRSA (Staphylococcus aureus resistente à meticilina) são 
64% mais propensas a morrer do que as pessoas com uma forma não 
resistente da infecção (WHO, 2016). 
O Brasil possui uma fauna de serpentes com mais de 380 espécies 
catalogadas, existem 29 espécies de serpentes do gênero Bothrops e 6 sub-
espécies do gênero Crotalus (BÉRNILS; COSTA, 2012). 
As peçonhas de serpentes são constituídas por uma mistura complexa 
de substâncias e como consequência podem apresentar distintas funções 
biológicas, bioquímicas e farmacológicas (KOH, 2006).  Por isso, componentes 
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das peçonhas têm sido cada vez mais utilizados como instrumentos 
farmacológicos e como protótipos para o desenvolvimento de drogas 
(CALVETE et al, 2009). 
 
2. BACTÉRIAS UTILIZADAS PARA TESTE DA ATIVIDADE 
ANTIMICROBIANA DE PEÇONHAS 
 
2.1 Escherichia coli (E. coli) 
 
A espécie E.coli possui como características fenotípicas ser bacilos 
curtos Gram negativos, anaeróbio facultativo, oxidase negativa, catalase 
positiva, fermentador de lactose, sacarose e glicose, com produção de gás, 
podendo ou não apresentar motilidade (WELCH, 2006). Crescer a partir de 
diversas fontes de carbono e em temperaturas de 5 a 45°C, sendo a 
temperatura ótima de crescimento 37°C. São bactérias resistentes ao calor, 
sobrevivendo a 55°C por 60 minutos, e toleram uma variação de PH entre 4,4 e 
6,0 (ALTWEGG e BOCKMUHL, 1998). 
E. coli faz parte da microbiota gastrointestinal de animais de sangue 
quente, numa relação de comensalismo, porém algumas cepas podem 
provocar uma grande variedade de doenças, como diarreia, infecções do trato 
urinário e infecções nosocomiais (YINGST et al., 2006). 
Cada variante dos membros da espécie E. coli, podem expressar 
diferentes antígenos em sua superfície. Esses antígenos são analisados para 
classificar os membros em diferentes sorogrupos e sorotipos e podem ser: O 
(antígeno Lipopolisacarídeos – LPS), H (antígeno flagelar) e K (antígeno 
capsular). Cada sorogrupo e sorotipo possuem características individuais 
quanto à resposta contra antimicrobianos e com relação a sua patogenicidade. 
Dentre os fatores de virulência, estão: a capacidade de produzir 
bacteriocinas, fímbrias, adesinas, sideróforos e cápsula com ação 
antifagocitária (LE GALL et al., 2007). 
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Além da virulência, a resistência a antimicrobianos em cepas de E. 
coli tem sido motivo de grande preocupação para a saúde pública, 
principalmente diante da evidência de que antibióticos exercem uma pressão 
seletiva tanto em bactérias patogênicas quanto nas comensais da microbiota 
(GUIMARÃES et al., 2015). 
Cepas extraintestinais patogênicas e comensais de E. coli diferem de 
acordo com os fatores de virulência, expressos por genes geralmente 
agrupados em ilhas de patogenicidade, proporcionando um mecanismo de 
transferência horizontal coordenada desses genes de virulência (SHERLEY et 
al., 2004). 
A produção da enzima Beta-lactamase é o mais comum mecanismo de 
produção de resistência frente a antibióticos beta-lactâmicos em bactérias 
Gram negativas. O uso contínuo de antibióticos de amplo espectro induz a 
produção destas enzimas (DOLEJSKA et al., 2007). 
 
2.2. Staphylococcus aureus (S. aureus) 
 
S. aureus são cocos Gram-positivos, catalase positivos, anaeróbios 
facultativos, imóveis e que se agrupam em formato de cachos de uva. 
Apresentam a enzima coagulase, fazendo parte do grupo denominado 
estafilococos coagulase positiva (BERGEY’S,1994; TRABULSI et al., 2008). 
São considerados microrganismos mesófilos, apresentam temperatura ótima 
de multiplicação entre 30° e 37°, mas, conseguem crescer entre 7ºC e 47,8ºC e 
também em variações de pH entre 4,2 e 9,3 (LE LOIR et al., 2003). 
Apesar de S. aureus ser um organismo comensal da pele e membranas 
mucosas dos seres humanos e animais, está frequentemente envolvido em 
surtos de intoxicação alimentar, podendo causar sintomas como náuseas, 
vômitos severos com ou sem diarreia e tendo os primeiros sintomas 
começando a aparecer entre 2 a 8 horas após a ingestão (BALABAN; 
RASOOLY, 2000). 
11 
 
S. aureus também é uma das espécies mais comumente encontradas 
em casos de mastites clínicas, subclínicas e crônicas, sendo responsável por 
um terço dos casos clínicos e subclínicos, além disso, ainda está relacionado 
com baixas taxas de cura da doença (KATHOLM et al., 2012). 
A espécie aureus é considerada a mais virulenta do gênero e sua 
patogenicidade está relacionada à uma combinação de fatores de virulência 
como produção de toxinas, enzimas, fatores de adesão e invasão e resistência 
a antimicrobianos (ARGUDIN et al., 2010). 
 
2.3 Leptospira interrogans (L. interrogans) 
 
A Leptospira é uma espiroqueta, pertencente à ordem Spirochaetales e 
família Leptospiraceae. Possuem cerca de 0,1µm de diâmetro e 6 a 20µm de 
comprimento e crescimento in vitro em temperaturas de 28 a 30ºC. Apresenta 
formato helicoidal e é móvel devido à presença de dois flagelos 
periplasmáticos. A membrana externa possui várias camadas que envolvem os 
flagelos e o cilindro protoplasmático helicoidal, que contém o material nuclear, 
o citoplasma, a membrana citoplasmática e a porção de peptidioglicano da 
parede celular. Dentro da membrana externa, os lipopolisacarídeos (LPS) 
constituem o principal antígeno da Leptospira, são estrutural e 
imunologicamente semelhantes à LPS de organismos Gram-negativos. No 
entanto, são menos tóxicos para as células ou animais, quando comparados 
com LPS de E. coli (QUINN et al., 2005; FAINE et al., 1999). 
Além dos LPS, proteínas estruturais e funcionais fazem parte da 
membrana externa. Grande parte destas proteínas são lipoproteínas 
relativamente abundantes na superfície da célula: LipL32, LipL21, LipL41 
(CULLEN et al., 2005). Proteínas integrais, como a porina OmpL1 e secretinas 
também estão localizados na membrana externa e têm-se mostrado 
antigênicas (SHANG et al.1995). 
Ambientes com temperaturas acima de 30°C, a incidência de luz 
ultravioleta, desinfecção, dessecação, e variações de pH muito bruscas, 
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destroem facilmente a bactéria, o que a torna um micro-organismo lábil em 
condições ambientais extremas (LARSON, 1963). Assim, temperaturas 
moderadas, com alta humidade, como rios, lagos, solos encharcados e lamas, 
propiciam a sobrevivência da bactéria no ambiente, e sua disseminação 
(LARSON, 1963; QUINN et al., 2005).  
Além disso, as Leptospiras possuem crescimento lento, e utilizam ácidos 
graxos de cadeia longa como fonte de carbono e energia, necessitando de 
meios de cultura especiais, como EMJH, Fletcher, e Stuart (TAPERO et al., 
2000). O meio de cultura EMJH (Ellinghausen-McCullogh-Johnson-Harris) é o 
mais utilizado atualmente, e tem como base o ácido oleico, albumina sérica 
bovina e polisorbato (Tween) (ADLER et al., 2010). 
Todas as espécies reconhecidas de Leptospira são classificadas em 24 
sorogrupos e cerca de 250 sorovares com base na expressão dos LPS 
expostos na superfície (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).  
Os vários sorovares circulantes produzem uma grande diversidade de 
situações de exposição, reservatórios e quadros clínicos. Roedores das 
espécies Rattus norvegicus, Rattus rattus e Mus musculus são os principais 
reservatórios da L. Icterohemorrhagiae e também são considerados os 
principais transmissores da leptospirose para humanos (LANGONI, 1999; 
BROD et al., 2005). Alguns animais domésticos também podem ser 
reservatórios para determinados sorovares, por exemplo: bovinos para Hardjo, 
Pomona e Grippothyphosa; suínos para Pomona, Tarassovi e Bratislava e cães 
para o sorovar Canicola (FAINE et al., 1999). 
A patogenicidade da Leptospira depende do sorovar infectante e da 
susceptibilidade do hospedeiro. Os hospedeiros de manutenção geralmente 
apresentam a doença na forma na subclínica, a doença grave ocorre mais 
comumente em hospedeiros acidentais (QUINN et al., 2005). 
  Os fatores de virulência e a patogenia da Leptospira ainda não são 
totalmente conhecidos. Sabe-se que elas são disseminadas para o organismo 
pela corrente sanguínea, e cerca de dez dias após a infecção, aparecem os 
anticorpos. A bactéria pode evadir ao sistema imunológico (fagocitário e 
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complemento) e persistir no organismo alojada nos tubúlos renais e com menor 
frequência no útero, olhos e meninges. Estudos recentes mostram que este 
mecanismo de evasão pode estar relacionado com a capacidade das 
Leptospiras em aderir a proteínas de matriz extracelular das células do 
hospedeiro (QUINN et al., 2005; BARBOSA et al. 2010). 
 
3. BIOATIVOS PRESENTES NAS PEÇONHAS  
 
3.1. LAAO (L-amino acid oxidase) 
 
As LAAOs são enzimas que catalisam a desaminação de L-aminoácidos 
para formar os correspondentes a-cetoácidos, peróxido de hidrogénio e 
amônia. São amplamente distribuídas nas famílias de serpentes venenosas 
Viperidae, Crotalidae e Elapidae e responsáveis pela coloração amarela das 
peçonhas, contendo flavina como grupo protético (TAN, 1998; ZHANG et al., 
2004). 
Provavelmente essas enzimas contribuem para a toxicidade do veneno 
devido à produção de peróxido de hidrogênio durante a reação de oxidação 
(ZHANG et al., 2004). Elas também podem apresentar atividade 
antimicrobianas, antiprotozoária, leishmanicida ou anticoagulante, induzem a 
agregação plaquetária, são citotóxicas e antiproliferativas em células tumorais. 
Porém as atividades da LAAO são inibidas na presença de catalase 
(RODRIGUES et al., 2009). No estudo de Rogrigues et al. (2009) a LAAO 
suprimiu o crescimento de Gram negativas (E. coli) e Gram-positivas (S. 
aureus), com maior ação bactericida em E. coli. De acordo com Zhang et 
al.(2004) a enzima LAAO (isolada da peçonha de Agkistrodon halys) liga-se à 
superfície celular das bactérias e assim gera concentrações elevadas de 
peróxido no local, inibindo crescimento bacteriano com uma pequena porção 
da enzima. LAAOs isoladas de outras serpentes, como B. alternatus, Crotalus 
durissus cascavella, B. pirajai, B. moojeni, B. pauloensis também expressaram 
ação antimicrobiana, inibindo o crescimento de E. coli e S. aureus (STÁBELI et 
al., 2004, 2007; TOYAMA et al., 2006; IZIDORO et al., 2006). 
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É relevante que a ação antibacteriana das LAAOs é provocada por 
H2O2 geradas a partir de L-amino acidos como substrato, uma vez que essa 
ação é notavelmente reduzida no presença de H2O2 de catalase. Todavia, a 
forma detalhada da ação antibacteriana pela H2O2 não é totalmente 
compreendida, o H2O2 pode induzir o estresse oxidativo nas células alvo, 
promovendo uma desorganização da membrana celular e citoplasmática, 
culminando em morte celular (TOYAMA  et al., 2006; TEMPONE et al., 2001). 
 
3.2 LECTINA 
 
As Lectinas são proteínas não enzimáticas presentes no veneno de 
várias serpentes. Acredita-se que ela contribua para os efeitos sistêmicos do 
envenenamento provocando edema e alterando a permeabilidade vascular 
(PANUNTO et al., 2006). 
Outros efeitos podem incluir a ativação e migração de neutrófilos, 
indução da agregação plaquetária, aumento da secreção de insulina e 
alterações na pressão de perfusão, resistência vascular renal e urinária (HAVT 
et al., 2005; BARBOSA et al., 2010). 
Diversas aplicações terapêuticas têm sido propostas para a Lectina, 
incluindo a terapia contra o câncer. A Lectina isolada da peçonha de B. 
jararacuçu demonstrou efeitos citotóxicos contra células de carcinoma gástrico 
devido à diminuição da viabilidade celular, desorganização dos filamentos de 
actina e apoptose. Da mesma forma, outras Lectinas isoladas de peçonha de 
cobra foram citotóxicas para diferentes células tumorais, distinguindo de 
maneira ainda desconhecida, entre células normais e malignas (MENDONÇA 
et al., 2011; NOLTE et al., 2012). 
A Lectina isolada de B. pauloensis possui atividade hemoaglutinante 16 
vezes maior do que a peçonha bruta (CASTANHEIRA et al., 2013). 
De acordo com Du e Clementson (2010), Nunes et al. (2011) e 
Castanheira et al. (2013), a Lectina foi capaz de inibir o crescimento de bactéria 
Gram positiva (S.aureus), mas não teve efeito sobre bactéria Gram negativa 
(E.coli). Os autores sugerem que as Lectinas não são capazes de atravessar a 
membrana externa das bactérias Gram negativas, por isso não têm efeitos 
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sobre elas. No entanto, as Lectinas conseguem interagir com os 
peptideoglicanos presentes na parede celular das bactérias Gram positivas e 
dessa maneira inibem seu crescimento. 
 
3.3 METALOPROTEASES 
 
As Metaloproteases são enzimas que interferem na cascata de 
coagulação sanguínea e na agregação plaquetária. Juntamente com outras 
proteínas como as Serinoproteases, Desintegrinas, Fosfolipases A2 e Lectinas 
tipo-C, as Metaloproteases causam hemorragia e necrose local. Muitas dessas 
proteínas são usadas como drogas para o tratamento de tromboses 
(RODRIGUES, et al. 2012; RODRIGUES et al., 2015).  
A depleção de fibrinogênio coagulável circulante em conjunto com a 
ação das Serinoproteases ¨Trombine-like¨ que atingem os fatores de 
coagulação, podem, sinergicamente potencializar a atividade das 
Metaloproteases (PIII), resultando em aumento da incidência de Sangramento. 
As metaloproteases são abundantes na peçonha de B. pauloensis e pouco 
presentes na peçonha de C. durissus (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010; 
RODRIGUES et al., 2012). A ação das Metaloproteases sobre bactérias é 
pouco conhecida. 
 
3.4 PEPTÍDEOS POTENCIALIZADORES DE BRADICININA (BPPs) 
 
Os BPPs são inibidores de ECA, aumentando assim o efeito hipotensor 
da bradicinina circulante, causando um choque vascular na vítima (FERREIRA 
et al., 1970; LUFT, 2008). Possuem efeitos biológicos de natriurese (excreção 
de sódio na urina através dos rins) e diurese (aumento da produção de urina 
pelos rins) (VINK et al., 2012).  
O medicamento Captopril® foi desenvolvido com base na estrutura dos 
BPPs isolados da peçonha de B. jararaca. Este medicamento é um agente 
hipotensor capaz de inibir a enzima conversora da angiotensina (ECA), 
diminuindo a pressão arterial nos mamíferos (FERREIRA, 1965). 
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3.5 FOSFOLIPASES A2 (PLA2s) 
 
As Fosfolipases estão principalmente relacionadas ao acentuado dano 
tecidual no local da picada. Causam mionecrose, edema, inflamação e lesão 
muscular aguda (RODRIGUES et al., 2012). As PLA2s podem atuar sobre 
membranas celulares de tecidos específicos por um mecanismo catalisador, e 
isso pode resultar em vários ações. Além da miotoxicidade e edema, pode 
haver neurotoxicidade pré e/ou pós-sináptica, cardiotoxicidade, ativação ou 
inibição da agregação plaquetária, hipotensão, entre outros (KINI, 2003; 
FERREIRA et al., 2013). 
 A alta concentração de PLA2 no proteoma da peçonha de B. pauloensis 
(26-32%) contribui para pronunciada necrose local, um sinal clínico 
característico da picada dessa serpente. Adicionalmente as PLA2s isoladas de 
B. pauloensis apresentaram alta atividade hemolítica indireta e inibem a 
agregação plaquetária induzida pelo colágeno ou ADP (RODRIGUES et al., 
2007; RODRIGUES et al., 2012). 
O mecanismo pelo qual as PLA2s induzem edema pode ser explicado 
por hidrólise de fosfolipídios, provavelmente devido à liberação dos precursores 
de diversos eicosanóides e fatores de ativação plaquetária (DOS SANTOS et 
al., 2008, LOMONTE et al., 2009). A PLA2 (K49) usa sua porção C-terminal 
para romper as membranas plasmáticas, causando o efeito de miotoxicidade 
(LOMONTE et al., 2003). 
Devido às suas propriedades farmacológicas, as PLA2s são promissoras 
como modelos terapêuticos, uma vez que numerosos estudos têm focado em 
suas atividades microbicidas, antitumorais, antiplaquetárias, antiangiogênicas e 
hipotensoras (BARBOSA et al., 2005; RODRIGUES et al., 2009; SAMEL et al., 
2013). 
Vários autores já confirmaram a atividade bactericida das PLA2s, 
inclusive sobre E. coli e S. aureus (PARAMO et al., 1998; SOARES et al., 2000; 
RODRIGUES et al., 2004; NEVALAINEN et al., 2008). O mecanismo de ação 
parece estar relacionado à habilidade das PLA2s miotóxicas de se ligar às 
camadas duplas de lipídio da membrana celular, desencadeando uma 
desordem na membrana plasmática. Esse fenômeno pode ocorrer 
independente da atividade catalítica das PLA2s, já que os peptídeos da porção 
17 
 
C-terminal demonstram efeito bactericida (PARAMO et al., 1998; SOARES et 
al., 2000). 
As PLA2s de ação de neurotóxica, são também chamadas de Crotoxinas 
e constituem a maior parte da peçonha de C. durissus. As PLA2s miotóxicas 
também estão presentes, porém em menores concentrações. A peçonha de C. 
durissus ainda possui em seu proteoma a Crotamina, um peptídeo de efeito 
neurotóxico. Essa composição da peçonha explica o sinal clínico característico 
da picada dessa serpente, a neurotoxicidade sistêmica (BOLDRINI-FRANÇA et 
al., 2010).  
 
4. Bothrops pauloensis 
 
No Brasil existem 27 espécies de serpentes pertencentes ao gênero 
Bothrops (BÉRNILS; COSTA, 2014), que são conhecidas popularmente por: 
Jararaca, Jararacuçu, Urutu ou Caiçara (BRASIL, 2001). 
A Bothrops pauloensis, conhecida como Jararaca pintada, pode ser 
encontrada nos estados de Goiás, Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso, 
Mato Grosso do Sul e Paraná, mas é particularmente comum no Triângulo 
Mineiro, região sudoeste de Minas Gerais (VALLE; BRITES, 2008). 
As principais classes de toxinas encontradas na peçonha de B. 
pauloensis são as Metaloproteases (37%), PLA2s (26-32%) e os vasoativos 
BPPs (12-17%). Além disso, estão presentes as Lectinas (8,6%), 
Serinoproteaes (5,3%), LAAO (2,9%).  Em menor proporção encontra-se NGF - 
Fator de Crescimento Nervoso, CRISP - Proteína Secretora Rica em Cisteína, 
VEGF -Fator de Crescimento Endotelial Vascular, 5’nucleotidase, Ohanin e 
Hialuronidase (RODRIGUES et al., 2012). 
As toxinas mais abundantes determinam a sintomatologia clínica 
característica da picada de Bothrops, que é formação rápida de edema, dor, 
equimose, hemólise sistêmica, hemorragia, inflamação, necrose cutânea, 
mionecrose local, perturbações da coagulação do sangue e choque hipotensivo 
(NISHIOKA; SILVEIRA, 1992; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995).  
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O acidente ofídico causado por serpentes do gênero Bothrops é o de 
maior importância e distribuição dentre os acidentes ofídicos no Brasil 
(BRASIL, 2014). 
 
5. Crotalus durissus 
  
No Brasil, o gênero Crotalus está representado por uma única espécie, a 
Crotalus durissus, também conhecida como Cascavel neotropical (WÜSTER et 
al., 2005). Sete subespécies de C. durissus são reconhecidas no Brasil (C. d. 
Dryinas, C. d. Marajoensis, C. d. Ruruima, C. d. Trigonicus, C. d. Terrificus, C. 
d. Cascavella e C. d Colilineatus) (CARDOSO, 2003). No entanto, alguns 
autores consideram C. d. Cascavella e C. d. Collilineatus como sinonímia de C. 
d. Terrificus (SANTORO et al., 1999; WÜSTER et al., 2005). 
As composições das peçonhas de C. d. subespécies cascavella e 
colilineatus são semelhante a de C. d. terrificus, apoiando a visão de que essas 
subespécies podem ser considerados como variações geográficas da mesma 
espécie, sendo a C. d. terrificus encontrada na região sul do Brasil. 
A constituição da peçonha da C. durissus se dá, em sua maior parte, 
pela Crotoxina (67,4 – 72,5%), além de outras PLA2s (4,6 – 18,1%) e 
Crotamina (20,8%). Em menor proporção aparecem a LAAO (0,1-0,5%), 
Lectina (<0,1%), Serinoproteases (1,2-1,9%), Metaloprotease (0,1-0,4%), 
VEGF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular (1,1-2,1%) e CRISP - 
Proteína Secretora Rica em Cisteína (0,9-1,8%) (BOLDRINI-FRANÇA et al., 
2010).  
Essa toxinas desencadeiam na vítima sinais clínicos como 
neurotoxicidade sistêmica que é frequentemente acompanhada por 
rabdomiólise (lesão de tecido muscular esquelético), distúrbios da coagulação 
seguidos de mioglobinúria e insuficiência renal aguda, que é a principal causa 
de morte. As cascavéis causam a maior parte dos acidentes ofídicos fatais no 
país (OSHIMA-FRANCO et al., 1999; CARDOSO, 2003; AZEVEDO-MARQUES 
et al., 2009). 
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CAPÍTULO 2 – POTENCIAL ANTIBIÓTICO DAS PEÇONHAS DE Bothrops 
pauloensis E C. durissus terrificus 
 
RESUMO – As peçonhas de serpentes são constituídas por uma diversidade 
de moléculas bioativas com funções biológicas, bioquímicas e farmacológicas. 
O potencial dessas substâncias para formulação de novos medicamentos tem 
sido amplamente investigado. Sendo assim, o objetivo dessa pesquisa foi 
identificar e avaliar a ação antibacteriana das peçonhas brutas das serpentes 
Bothrops pauloensis e Crotalus durissus terrificus. Para isso, foi realizado o 
Teste de difusão em disco e o Teste de microdiluição em caldo. As bactérias 
utilizadas nestes ensaios foram Escherichia coli, Staphylococcus aureus e 
Leptospira interrogans. E. coli se mostrou resistente à todas as concentrações 
das peçonhas testadas. S. aureus foi sensível às duas peçonhas, porém a 
sensibilidade foi significativamente maior para a peçonha de B. pauloensis. A 
Leptospira foi resistente à peçonha de B. pauloensis e apresentou sensibilidade 
dose dependente para a peçonha de C. d. terrificus. 
 
Palavras chave: Antibacteriano, Peçonha, B. pauloensis, C. durissus 
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INTRODUÇÃO 
 
As infecções causadas por bactérias resistentes à antibióticos, muitas 
vezes não respondem ao tratamento convencional, resultando em doença 
prolongada, com maior risco de morte e custos mais elevados de tratamento 
(WHO, 2013). Dentre as principais bactérias de importância clínica que 
apresentam resistências aos antimicrobianos estão Staphylococcus aureus e 
Escherichia coli (ANVISA, 2007; WHO, 2016). Por isso, se faz necessário a 
descoberta de novas alternativas para o tratamento das infecções que 
envolvem os diversos micro-organismos patogênicos. 
Venenos de serpente representam uma rica fonte de moléculas bioativas 
com importantes atividades farmacológicas que possuem um grande potencial 
para a produção de medicamentos (KOH et al., 2006).  
No Brasil, existem 27 espécies de serpentes pertencentes ao gênero 
Bothrops (BÉRNILS; COSTA, 2014), e o gênero Crotalus está representado por 
uma única espécie, a Crotalus durissus (WÜSTER et al., 2005). Dentre as 
espécies de Bothrops, a B. pauloensis é particularmente comum no Triângulo 
Mineiro, região sudoeste de Minas Gerais (VALLE; BRITES, 2008) e a 
subespécie C. d. terrificus, pode ser encontrada na região sul (BOLDRINI-
FRANÇA et al., 2010) . 
As peçonhas dessas serpentes já foram caracterizadas quanto à 
composição bioquímica (BOLDRINI-FRANÇA et al., 2010;  RODRIGUES et. al., 
2012), e a atividade de componentes isolados já foi testada contra algumas 
bactérias, como E. coli e S. aureus (RODRIGUES et al. 2004; 2009; YAMANE, 
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2013). Contra Leptospira interrogans, bactéria que causa importante zoonose, 
ainda é desconhecida a ação das peçonhas de serpente. 
Tendo em vista o potencial antimicrobiano das peçonhas de diversas 
espécies de serpente, o objetivo desta pesquisa foi identificar e avaliar a 
intensidade da ação antibacteriana da peçonha bruta da serpente B. 
pauloensis, em comparação com a peçonha bruta de C. d. terrificus contra as 
bactérias E. coli, S. aureus e Leptospira interrogans sorovar 
Icterohaemorrhagiae.  
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. Microrganismos e peçonhas utilizados 
 
Foram utilizadas cepas bacterianas da American Type Culture Collection 
(ATCC), Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, e 
Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae do acervo biológico do 
Laboratório de Doenças Infectocontagiosas da UFU. 
As peçonhas foram extraídas de serpentes Bothrops pauloensis (PBP) e 
Crotallus durissus terrificus (PCT) mantidas no serpentário do Instituto de 
Biologia da UFU sob autorização do IBAMA (nº de registro 301286). As 
peçonhas foram cedidas liofilizadas pelo Laboratório de Bioquímica e Toxinas 
Animais da UFU. 
Todas as peçonhas foram submetidas a teste de esterilidade em ágar 
sangue antes de serem utilizadas. 
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2. Teste de difusão em disco (Kirby-Bauer) 
 
Os testes de difusão em disco foram realizados de acordo com o 
protocolo M02-A11 (CLSI, 2012) para E. coli e S. aureus. Este teste não foi 
realizado para Leptospira interrogans, pois ela rotineiramente não apresenta 
crescimento em ágar. 
As peçonhas (PBP e PCT) brutas liofilizadas foram diluídas em água 
destilada estéril. Em seguida, aplicou-se sobre discos de papel filtro estéreis 
40µl das peçonhas diluídas nas concentrações 1,5 e 3,0 mg/ml. 
Colônias de S. aureus e E.coli foram diluídas em solução salina a 0,85% 
e ajustadas à escala 0,5 de McFarland, correspondente a 1,5 x 108 UFC. Em 
seguida, cada inóculo foi esgotado em placas de petri contendo ágar Mueller 
Hinton e em cada placa foi posicionado um disco contendo 1,5mg/ml e outro 
contendo 3,0mg/ml de PBP. O mesmo foi feito com discos contendo as duas 
concentrações de PCT. 
Discos comerciais de enrofloxacina foram utilizados como controle 
positivo para validação dos testes. 
Foram consideradas com atividade antimicrobiana aquelas 
concentrações das peçonhas que apresentassem qualquer halo de inibição do 
crescimento bacteriano em torno do disco. As zonas de inibição foram 
registradas em mm de diâmetro. Todos os testes foram realizados em triplicata 
e considerou-se a média dos diâmetros dos halos de inibição para cada 
concentração testada. 
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3. Teste de Microdiluição em Caldo 
 
Os testes foram realizados com base no protocolo M07-A9 (CLSI, 2012). 
As bactérias que apresentaram qualquer halo de inibição após o teste de 
difusão em disco foram submetidas ao teste de Microdiluição em caldo para 
tentar determinar a concentração inibitória mínima (CIM). Estes testes foram 
realizados em triplicata e as leituras foram feitas em leitor de ELISA a 570nm. 
 
3.1. Staphylococcus aureus 
 
S.aureus foi diluída em solução salina a 0,85% e ajustada na escala 0,5 
de McFarland. 100µl do inóculo juntamente com 100µl da PBP a 1,5mg/ml foi 
adicionado ao primeiro poço de uma placa de poliestireno (96 poços de fundo 
chato) estéril. Nos 4 poços abaixo, contendo 100µl de inóculo, foram realizadas 
diluições seriadas decimais. Sendo assim, o primeiro poço conteve a maior 
concentração DE PBP (1,5 x 100) e o quinto poço conteve a menor 
concentração da PBP (1,5 x 10-4). O mesmo procedimento foi realizado para 
PCT na concentração 3,0mg/ml, e da mesma forma, o primeiro poço conteve a 
maior concentração de PCT (3,0 x 100) e o quinto poço a menor concentração 
(3,0 x 10-4).  Como controle havia poços contendo apenas inóculo, PBP a 
1,5mg/ml e PCT a 3,0 mg/ml. As placas foram incubadas a 36°C por 20 horas. 
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3.2. Leptospira interrogans 
 
Cultura de Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae com 7 
dias de crescimento, foi submetida a diluições seriadas decimais de 200µl 
juntamente com 200µl de PBP a 3,0mg/ml. Sendo o primeiro poço da placa o 
de maior concentração da PBP, e o quinto, a menor concentração (3,0 x 100 e 
3,0 x 10-4 respectivamente). O mesmo procedimento foi realizado para PCT 
também a 3mg/ml. Como controle havia poços contendo apenas inóculo, PBP 
e PCT a 3,0 mg/ml. As placas foram incubadas em estufa BOD a 30°C por 72 
horas (MIRAGLIA, 2013; CLSI, 2012). 
 
4. Teste de motilidade para Leptospira interrogans 
 
Após o preparo das placas para o teste de Microdiluição em caldo, as 
mesmas foram observadas em microscópio de campo escuro (aumento 10X) 
no momento da adição das peçonhas e depois com 24, 48 e 72 horas de 
incubação. Foi analisada a movimentação característica da Leptospira para 
confirmação da sua viabilidade. 
 
5. Inoculação de S. aureus e L. interrogans em meio de cultura 
  
Para confirmação da inibição do crescimento bacteriano, as cinco 
diluições feitas para cada bactéria foram inoculadas em meio próprio para 
crescimento. 
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As cinco diluições de S.aureus e PBP, assim como as cinco diluições de 
S. aureus e PCT, após o período de incubação de 20 horas, foram inoculadas 
em ágar sangue e novamente incubadas a 36°C por 24 horas. A avaliação do 
crescimento foi feita visualmente, pela presença ou ausência de colônias 
características. 
Da mesma forma, 100µl de cada uma das diluições de L. interrogans 
com PBP e com PCT, após 72 horas de incubação, foram pipetados para os 
respectivos tubos de vidro estéreis contendo 1 ml de meio EMJH enriquecido 
com soro de coelho. Em seguida, os tubos foram incubados em estufa BOD a 
30°C por 7 dias. O crescimento da L. interrogans nos tubos foi avaliado por 
turvação do meio de cultura, em caixa de luz indireta, e por investigação da 
presença de Leptospiras viáveis no conteúdo de cada tubo em microscópio de 
campo escuro. 
 
6. Análise Estatística 
 
 Foi realizado o teste estatístico T de Student, considerando duas 
amostras independentes, para comparar os tamanhos dos halos (em 
milímetros de diâmetro) formados no Teste de Difusão em Disco. Foi 
considerada a média dos diâmetros dos halos de inibição das triplicatas, para 
cada concentração testada. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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Nos testes de difusão em disco, E.coli foi resistente às duas peçonhas 
(de Bothrops pauloensis e Crotalus durissus terrificus), pois em todas as 
concentrações testadas não houve formação de halo de inibição. Por isso, não 
foi usada no teste de Microdiluição em Caldo para determinação da 
concentração inibitória mínima (Fig. 1A e 1B). 
 
Fig.1. Triplicata dos testes de difusão em disco para E. coli e PBP nas concentrações 1,5 e 3,0 
mg/mL (A) e E. coli com PCT nas concentrações 1,5 e 3,0 mg/mL (B). 
 
Resultado semelhante foi obtido por Ciscoto et al. (2009) que utilizaram 
a peçonha bruta de Bothrops spp (B. jararaca e B. jararacuçu), e esta não 
conseguiu inibir a multiplicação de E. coli. Entretanto, vários pesquisadores 
demonstraram que componentes isolados da peçonha de diferentes espécies 
de Bothrops, inclusive a B. pauloensis, tiveram efeito bactericida sobre E. coli. 
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Dentre esses componentes isolados destacam-se a L-amino acid oxidase - 
LAAO (STÁBELI et al., 2004; IZIDORO et al., 2006; STÁBELI et al., 2007; 
RODRIGUES et al., 2009; PAIVA et al., 2011; COSTA, 2012) e Fosfolipases A2 
- PLA2s (RODRIGUES et al., 2004).  
Em relação à peçonha bruta de C. durissus, Stiles et al. (1991) também 
não encontraram inibição sobre E. coli. Porém, a LAAO isolada de C. d. 
cumanensis não inibiu a multiplicação de E. coli (VARGAS et al., 2013), mas a 
Crotamina isolada da peçonha de  C. d. terrificus, inibiu (YAMANE et al., 2013).  
Nota-se que, alguns componentes isolados das peçonhas, conseguem 
inibir a multiplicação de E. coli, porém nesta pesquisa, a peçonha bruta não foi 
eficiente. Sabe-se que alguns componentes isolados já demonstraram 
atividade várias vezes maior do que a peçonha bruta (CASTANHEIRA et al., 
2013). 
As colônias de S. aureus demonstraram sensibilidade às duas 
peçonhas, pois houve formação de halos de inibição nas concentrações 1,5 e 
3,0mg/mL da peçonha de B. pauloensis, e na concentração 3mg/mL da 
peçonha de C. d. terrificus (Fig. 2A e 2B). 
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Fig.2. Triplicata dos testes de difusão em disco para S. aureus e PBP nas concentrações 1,5 e 
3,0 mg/mL (A) e S. aureus com PCT nas concentrações 1,5 e 3,0 mg/mL (B). 
 
Pelo teste estatístico T de Student, considerando duas amostras 
independentes, houve diferença estatística entre os halos formados pela PBP 
nas concentrações 1,5 e 3,0 mg/mL. Quando comparados os halos formados 
pela PBP na concentração 1,5 mg/mL, com os halos da PCT na concentração 
3,0 mg/mL, houve diferença estatística (p< 0,05; p= 0,0099). E, quando 
comparados os halos formados pela PBP na concentração 3,0mg/mL, com os 
halos formados pela PCT na mesma concentração, houve diferença estatística 
ainda maior (p< 0,05; p= 0,0007).  
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Isso mostra que a ação antibacteriana da PBP foi significativamente 
maior do que a ação da PCT, sobre S. aureus, nas duas concentrações 
testadas. 
Nos testes de microdiluição em caldo, para a mistura Staphylococcus 
aureus e peçonha de B. pauloensis (1,5mg/ml) o resultado das absorbâncias 
estão discriminados na tabela 1. Observa-se que os valores das absorbâncias 
diminuíram à medida que a peçonha foi sendo diluída, e esses valores foram 
sempre inferiores à absorbância da peçonha pura. Isso indica que a bactéria 
com  solução salina apenas diluiu a peçonha, e S. aureus não foi capaz de se 
multiplicar em nenhuma das diluições testadas.  
 
Tabela 1. Valores médios das absorbâncias obtidas no teste de Microdiluição 
em Caldo realizado com S.aureus e peçonha de B. pauloensis nas 
concentrações obtidas de diluições seriadas decimais a partir de 1,5 mg/mL. 
Diluições (mg/mL) Médias das absorbâncias 
1,5 x 100  0,218 
1,5 x 10-1  0,177 
1,5 x 10-2  0,169 
1,5 x 10-3  0,147 
1,5 x 10-4  0,128 
Como controle foram utilizados 100µl de S.aureus em solução salina (absorbância 0,074) e 
100µl de PBP na concentração 1,5 mg/ml (absorbância 0,309). 
 
37 
 
A sensibilidade de S. aureus à peçonha foi confirmada pela ausência de 
crescimento bacteriano quando as 5 diluições foram esgotadas em ágar 
sangue (Fig.3) 
                           
Fig. 3. Ágar sangue demonstrando a ausência de colônias de S. aureus após a conjugação 
com PBP em cinco diluições diferentes. 
 
Mais de um componente das peçonhas de Bothrops spp. possuem 
atividade bactericida sobre S. aureus. Dentre esses componentes estão a 
LAAO (STÁBELI et al., 2004; 2007; CISCOTO et al., 2009; RODRIGUES et al., 
2009; PAIVA et al., 2011; COSTA, 2012), PLA2s, que compõem grande parte 
da peçonha – de 26 a 30% (RODRIGUES et al., 2004; 2012), além da Lectina, 
que possivelmente consegue interagir com os peptideoglicanos presentes na 
parede celular das bactérias Gram positivas e dessa maneira inibem seu 
crescimento (DU E CLEMENTSON, 2010; NUNES et al., 2011; 
CASTANHEIRA, 2013). 
Todos esses fatores podem ter colaborado para a eficiência da peçonha 
bruta encontrada neste e em outras pesquisas, como os de Ciscoto et al. 
(2009) e Aguiar (2014). 
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Para a mistura S. aureus e peçonha de C. d. terrificus (3,0mg/ml), o 
resultado das absorbâncias aumentou à medida que a peçonha foi diluída 
(Tabela 2). 
Tabela 2. Valores médios das absorbâncias obtidas no teste de Microdiluição 
em Caldo realizado com S.aureus e peçonha de C. d. terrificus nas 
concentrações obtidas de diluições seriadas decimais a partir de 3,0 mg/mL. 
Diluições (mg/mL) Médias das absorbâncias 
3,0 x 100 0,044 
3,0 x 10-1 0,054 
3,0 x 10-2 0,060 
3,0 x 10-3 0,072 
3,0 x 10-4 0,079 
Como controle foram utilizados 100µl de S.aureus em solução salina (absorbância 0,092) e 
100µl de PCT na concentração 3,0 mg/ml (absorbância 0,049). 
 
Quando as cinco diluições foram esgotadas em ágar sangue, observou-
se que nas 3 primeiras diluições (3x100; 3x10-1; 3x10-2) não houve multiplicação 
bacteriana, já nas diluições 3x10-3 e 3x10-4 a bactéria foi capaz de crescer, 
demonstrando resistência à peçonha nessas concentrações (Fig. 4). 
Sendo assim, a concentração inibitória mínima da peçonha de C. d. 
terrificus para S. aureus foi 3x10-2 mg/mL. 
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Fig. 4. Ágar sangue demonstrando presença de colônias de S. aureus após a conjugação com 
PCT nas diluições 3x10-3 e 3x10-4. 
 
Neste estudo, a eficiência da peçonha bruta de C. d. terrificus contra S. 
aureus foi dose-dependente, assim como registrado no estudo de Aguiar 
(2014).  
De acordo com Ciscoto et al. (2009), a atividade antibacteriana da 
peçonha está diretamente ligada a LAAO. Na pesquisa de Vargas et al. (2013), 
a LAAO isolada da peçonha de C. d. cumanensis apresentou atividade 
antibacteriana sobre S. aureus, por outro lado, Yamane et al. (2013) mostraram 
que a Crotamina isolada da peçonha de C. d. terrificus não foi eficiente contra 
S.aureus. 
Pode-se inferir que na peçonha de C. durissus, possivelmente não é a 
Crotamina a responsável pela atividade antibacteriana contra S. aureus. Ainda 
não se sabe se a atividade antimicrobiana é pela ação exclusiva da LAAO, ou 
outros bioativos não testados associados a esta.  
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Nos testes de microdiluição em caldo, Leptospira interrogans sorovar 
Icterohaemorrhagiae foi resistente à PBP. Já a eficiência da PCT foi dose-
dependente. 
Na conjugação Leptospira e peçonha de B. pauloensis (3,0mg/ml), os 
valores de absorbância aumentaram nas menores diluições da peçonha. 
Indicando multiplicação bacteriana (Tabela 3). 
Tabela 3. Valores médios das absorbâncias obtidas no teste de Microdiluição 
em Caldo realizado com Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae e 
peçonha de B. pauloensis nas concentrações obtidas de diluições seriadas 
decimais a partir de 3,0 mg/mL. 
Diluições (mg/mL) Médias das absorbâncias 
3,0 x 100 0,165 
3,0 x 10-1 0,150 
3,0 x 10-2 0,165 
3,0 x 10-3 0,170 
3,0 x 10-4 0,218 
Como controle foram utilizados 100µl de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae em meio 
EMJH (absorbância 0,100) e 100µl de PBP na concentração 3,0 mg/mL (absorbância 0,040). 
 
No teste de avaliação da motilidade bacteriana, dentre as cinco diluições 
observadas, apenas na maior concentração de peçonha (3x100), a Leptospira 
apresentou redução da motilidade após 48 horas. Nas demais diluições, a 
bactéria continuou com a motilidade inalterada, mesmo após 72 horas da 
adição da peçonha. 
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Em seguida, o cultivo das cinco diluições em meio EMJH, após 7 dias de 
incubação, demonstrou a presença de Leptospiras viáveis em todos os tubos 
cultivados. Esses resultados, mais uma vez indicam que a Leptospira foi 
resistente à peçonha de B. pauloensis. 
Observou-se neste estudo, que a atividade antibacteriana das peçonhas, 
foi diferente para bactéria Gram positiva e Gram Negativa. A Leptospira apesar 
não se corar pela coloração de Gram, possui Lipopolissacarídeos (LPS) de 
membrana externa que são estrutural e imunologicamente semelhantes aos 
LPS de organismos Gram-negativos (HAAKE; ZUCKERT, 2016; QUINN et al., 
2005; FAINE et al., 1999). Assim como E. coli, a Leptospira se mostrou 
resistente à peçonha de B. pauloensis.  
Adicionalmente, quando a Leptospira foi conjugada com a peçonha de 
C. d. terrificus (3,0mg/ml), os valores de absorbância aumentaram à medida 
que as diluições diminuíram. Indicando multiplicação bacteriana (Tabela 4). 
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Tabela 4. Valores médios das absorbâncias obtidas no teste de Microdiluição 
em Caldo realizado com Leptospira interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae e 
peçonha de C. d. terrificus nas concentrações obtidas de diluições seriadas 
decimais a partir de 3,0 mg/mL. 
Diluições (mg/mL) Médias das absorbâncias 
3,0 x 100 0,0670 
3,0 x 10-1 
0,0930 
3,0 x 10-2 
0,1132 
3,0 x 10-3 
0,1180 
3,0 x 10-4 0,1201 
Como controle foram utilizados 100µl de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae em meio 
EMJH (absorbância 0,100) e 100µl de PCT na concentração 3,0 mg/mL (absorbância 0,049). 
 
No teste de avaliação da motilidade bacteriana, as Leptospiras pararam 
de se movimentar após 48 horas, na maior concentração da peçonha (3x100). 
Nas demais diluições, a movimentação cessou somente após 72 horas da 
adição da peçonha. Mesmo assim, quando estas diluições foram cultivadas em 
meio EMJH por 7 dias, pôde-se observar presença de Leptospiras móveis nos 
cultivos correspondentes às diluições 3x10-2, 3x10-3, 3x10-4.  
Sendo assim, a concentração inibitória mínima da peçonha de C. d. 
terrificus para Leptospira foi 3x10-1 mg/ml. 
Notou-se que a peçonha de C. d. terrificus foi capaz de interferir na 
motilidade da Leptospira, mas não teve ação bactericida nas concentrações 
3x10-2, 3x10-3, 3x10-4. Já nas concentrações 3x100 e 3x10-1 a bactéria foi 
sensível à peçonha. 
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A Leptospirose é uma doença endêmica em países tropicais. Tradicionalmente 
são poucas as drogas capazes de combater de forma eficaz as infecções 
renais por Leptospira, tanto em humanos, quanto em animais (ELLIS, 2015). 
Essa pesquisa demonstrou que a peçonha de C. d. terrificus pode ser uma 
alternativa como protótipo para o desenvolvimento de novos tratamentos contra 
Leptospirose. 
 
CONCLUSÃO 
 
As peçonhas de B. pauloensis e de C. d. terrificus possuem ação 
antibacteriana frente a S. aureus, mas não contra E. coli.  Apenas a peçonha 
de C. d. terrificus demonstrou atividade antibacteriana para Leptospira 
interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae.  
Esses resultados são importantes, pois direcionam pesquisas para o 
desenvolvimento de novos fármacos, utilizando componentes das peçonhas de 
serpente como protótipos.  
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